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RESUMO 
A toxicidade dos metais pesados em ambientes aquáticos vem crescendo 
a cada dia e o excesso destes elementos impacta negativamenteas 
macroalgas marinhas e os organismos com a qual interagem. Desta 
forma, foram analisadosno presente estudo,os efeitos de exposição aos 
metais pesados Chumbo (Pb) e Manganês (Mn) sobre a macroalga 
vermelha Pterocladiellacapillacea, com concentrações de 15, 30, 45 e 
60ppm, durante 7 dias. Os efeitos dos metais pesadosPbe Mnna 
macroalga foram avaliados através da morfologia, taxa de crescimento, 
ensaio de MTT, concentração de pigmentos acessórios e clorofila a, 
quantidade de carotenoides, fenólicos e flavonoides, açúcar e amido, 
bem como análise de microscopia de luz. Como resultados as algas 
expostas ao metal Pb, apresentaram despigmentação dos segmentos 
apicais, redução na quantidadede clorofila ae diminuição da substância 
de reserva amido. Nas algas expostas ao metal Mn, foram observadas 
pigmentação inalterada, aumento nas taxas de crescimento ena 
quantidade de clorofila a.Em ambos os tratamentos foi verificadouma 
diminuição na taxa de viabilidade celular, redução na quantidade de 
pigmentos acessórios, carotenoides, fenólicos, flavonoides e açúcarese 
não foi observada alterações significativas na parede celular de acordo 
com as imagens de microscopia de luz. Os resultados obtidos indicam 
que os metais pesados Chumbo e Manganês afetaram negativamente a 
morfologia, a fisiologia e a bioquímica de P. capillacea, no entanto o 
efeito do chumbo foi mais drástico e invasivo em comparação ao metal 
manganês. 
Palavras-chave:Pterocladiellacapillacea, metais pesados, chumbo, 
manganês, morfologia, fisiologia, microscopia de luz. 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
The toxicity of heavy metals in aquatic environments is growing every 
day and the excess of these elements adversely affects marine 
macroalgae and the organisms with which they interact. Thus, were 
analyzed in this study, the effects of the exposure to the heavy metals 
lead (Pb) and manganese (Mn) on the red 
macroalgaePterocladiellacapillacea with concentrations of 15, 30, 45 
and 60ppm for 7 days. The effects of the heavy metals Pb and Mn in the 
macroalgae were evaluated by morphology, growth rate, MTT assay, 
accessory pigments concentration and chlorophyll a, number of 
carotenoids, phenolics, and flavonoids, sugar and starch, as well as 
microscopy light analysis. The results obtained from algae exposed to 
Pb metal, showed depigmentation of the apical segments, reduction in 
growth rate, reduction in the amount of chlorophyll a, reduction of total 
sugars and starch reserve substance. In the algae exposed to Mn metal 
was observed unchanged pigmentation, increase in growth rates and the 
amount of chlorophyll. In both treatments was observed a decrease in 
cell viability rate, reduction in number of accessory pigments, 
carotenoids, phenolic compounds, flavonoids and sugars, while no 
significant changes in the cell wall of the algae according to the 
microscopy light images. The results indicate that the heavy metals Lead 
and Manganese adversely affect the morphology, physiology and 
biochemistry P. capillacea, however, the effect of lead is more drastic 
and invasive in comparison to metal manganese. 
Key words:Pterocladiellacapillacea, heavy metals, lead, manganese, 
morphology, physiology, light microscopy. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Macroalgas Marinhas e a Sua Importância 
As macroalgas marinhas pertencem a um grupo heterogêneo e 
muito diverso de organismos fotossintetizadores e avasculares, com 
estruturas reprodutivas desprotegidas, produtoras de esporos e 
desprovidas de sementes e flores (SOUTH;WHITTICK, 1987). Por não 
apresentarem uma estrutura vegetal diferenciada em raiz, caule e folhas, 
as macroalgas são agrupadas de acordo com critérios como: morfologia, 
ciclo de vida, composição da parede celular, natureza química dos 
produtos de reserva energética, bioquímica, biologia molecular, 
pigmentos fotossintéticos e a estrutura celular (GRAHAM e WILCOX, 
2000) em Chlorophyta, Rodophytae Ochrophyta (Phaeophyceae) 
(WYNNE, 2005). 
As macroalgas são encontradas em praticamente todos os 
ambientes marinhos, sendo mais abundantes em ambientes costeiros 
tropicais. A distribuição vertical das algas, em costões rochosos, é 
limitada pelo gradiente formado pela penetração da luz na coluna d’água 
em quantidade suficiente para equilibrar a respiração celular e manter os 
processos metabólicos e investimentos na reprodução. Algumas espécies 
estão adaptadas para resistir a longos períodos de imersão e tornam-se 
resistentes à dessecação dos períodos de maré baixa, formando zonas 
distintas de diferente composição ficológica. Outras algas, por sua vez, 
não suportam exposição ao ar e vivem permanentemente submersas 
(OLIVEIRA, 2002).  
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Os recentes avanços científicos na farmacologia marinha têm 
revelado diversos compostos bioativos, ampliando as possibilidades de 
aplicação das algas como fonte direta de medicamentos ou inspirando a 
síntese de novas substâncias a partir das estruturas moleculares 
descobertas. Os constituintes das algas incluem substâncias 
antibacterianas, antibióticas, anti-fúngicas e até mesmo antivirais, que 
podem contribuir grandemente para a área econômica (FREITAS et 
al.,1988). 
No ambiente, as algas são de extrema importância, pois 
servem como bioindicadores da qualidade ambiental, auxiliam em 
processos de remediação em locais poluídos, são produtores primários 
dos oceanos e realizam a produção de oxigênio atmosférico (OLIVEIRA 
et al., 1999). Além disso, as algas também constituem a base da cadeia 
alimentar, em ambientes marinhos, e fazem parte de áreas de berçário e 
habitat para peixes e invertebrados (NORTON et al., 1996). 
 
1.2. Divisão Rhodophyta 
As rodófitas, conhecidas como as algas vermelhas constituem 
o grupo com o maior número de espécies na costa brasileira (USOV, 
1992). Nessa divisão, são reconhecidas quatro classes: 
Rhodellophyceae, Compsopogonophyceae, Bangiophyceae e 
Florideophycea (WYNNE, 2005) e de acordo com Woelkerling, (1990), 
existem cerca de 4000 a 6000 espécies de algas vermelhas, distribuídas 
em aproximadamente 700 gêneros (KRAFT, 1981). 
As algas desta divisão são seres eucariotos, com clorofila a e 
ficobilinas (b, r e c-ficoeritrina, aloficocianina e c e r-ficocianina), além 
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de xantofilas e amido como substância de reserva. Em certos casos, as 
cores podem variar dependendo do tipo e quantidade do pigmento 
acessório, podendo ser amarelas, verdes, azuis, vermelhas, roxas, 
marrons ou enegrecidas (OLIVEIRA, 2002). Ocorrem 
predominantemente na região equatorial e em águas salgadas, podendo 
estar presente em profundidades de até 260 metros em regiões de águas 
com elevado índice de transparência (HORTA, 2000). 
O material de reserva das rodófitas é um composto que possui 
propriedades intermediárias entre oamido e o glicogênio chamado de 
amido das florídeas e fica armazenado no citoplasma. A parede celular é 
constituída por um esqueleto de celulose impregnado por galactanas 
sulfatadas, podendo ser agaranas ou carragenanas. São estas substâncias 
que fornecem grande importância econômica às rodófitas, tornando-as 
muito apreciadas pelas indústrias alimentícia, biomédica e farmacêutica 
(GORDON; MCCANDLESS, 1973). 
 
1.3. Pterocladiella capillacea (S.G. GMELIN) SANTELICES E 
HOMNERSAND 
Pterocladiella capillacea (Santelices e Homnersand) é uma 
alga vermelha pertencente àDivisãoRhodophyta, classe 
Florideophyceae, ordem Gelidiales, família Gelidiaceae. Foi descrita a 
partir do gênero Pterocladia (PERRONE et al., 2006), onde agrupa onze 
espécies (MILLAR;FRESHWATER,2005), algumas sendo utilizadas na 
alimentação e na produção de ágar principalmente em países como 
Coréia e Japão (BOO et al., 2010).  
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Esta espécie apresenta uma ampla distribuição geográfica no 
litoral do nosso país, ocorrendo desde o Estado do Espírito Santo, até o 
litoral de Rio Grande do Sul. Como características estruturais, esta 
espécie possui uma coloração vermelho-púrpura, talo cartilaginoso e 
muito ramificado, entre 4 a 20 cm de comprimento e 2 mm de espessura, 
que se fixa ao substrato por intermédio de pequenos rizoides, de onde 
partem ramos eretos ligeiramente achatados próximos a base, e na 
região apical são fortemente achatados (BOO et al., 2010; XIA et al., 
2004). 
Assim como a maioria das algas vermelhas, apresenta ciclo de 
vida trifásico, envolvendo alternância de geração de gametófitos, 
carposporófitos e tetrasporófitos. Dentre as várias espécies de algas 
vermelhas com relevância ecológica e econômica o gênero 
Pterocladiella (Rhodophyta, Gelidiales) é um dos mais importantes. 
Figura 1 - Espécime de P. capillacea. 
. 
Fonte: Autoria própria, 2015. 
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1.4. Poluição Por Metais Pesados no Ambiente 
A contaminação do meio ambiente por metais pesados é 
resultado geralmente de atividades antropogênicas, principalmente 
atividades industriais, agrícolas e do descarte de resíduos. Estes 
elementos são descarregados na atmosfera, nos ambientes aquáticos e 
terrestres (VIEIRA; VOLESKY, 2000). 
As variações frequentes de salinidade, material dissolvido e 
particulado na água, em curto espaço de tempo (SEELIGER; 
CORDAZZO,1994), tornam difíceis o uso de monitores biológicos para 
metais pesados. Entretanto, as algas marinhas são mais expressivas em 
indicar a poluição destes metais, pois possuem mecanismos diretos de 
absorção (MORRIS; BALE, 1975; MELHUUS, 1978) e apresentam 
altos fatores de acumulação para os metais pesados (SEELIGER; 
EDWARDS, 1997; RICE, 1981).  
Alguns metais e seus compostos têm sido associados a 
mecanismos de carcinogenicidade, e metais como o cádmio e chumbo 
têm sido amplamente estudados, tendo em vista a sua carcinogenicidade 
potencial para os seres humanos (BEYERSMANN; HARTWIG, 2008). 
Além disso, em organismos vivos o stress oxidativo pode estar 
relacionado com a toxicidade dos metais, o que implica em um aumento 
da concentração de espécies reativas de oxigénio e/ou uma redução na 
capacidade antioxidante celular (PINTO et al., 2003).  
O stress oxidativo pode estar associado com a inibição da 
fotossíntese, da produção de clorofila ou de crescimento em produtores 
primários. Estes efeitos tóxicos podem resultar da exposição a altas 
concentrações de metais ou para a exposição de concentrações mais 
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baixas durante períodos mais longos, refletindo o fato de que a 
toxicidade dos metais pesados é, em grande parte, dependente da dose 
(BAUMANN et al., 2009). Tem sido demonstrado que a fotossíntese em 
algumas espécies de algas pode ser afetada pela acumulação de metais 
pesados (GLEDHILL et al., 1997; BAUMANN et al., 2009). 
A interferência de cada metal pesado na alga depende do metal, 
da sua concentração e do tempo de exposição (MAMBOYA et al., 
1999), além dos níveis de quelação e detoxificação de cada alga 
(LOMBARDI et al., 1998). No ambiente, algas vermelhas são capazes 
de acumular metais pesados, como resultado, os metais que se 
acumulam nas paredes das células podem atuar como bons 
biomarcadores (SHENG et al., 2004). No entanto, os metais que entram 
na célula podem promover alterações nas estruturas subcelulares 
(BOUZON et al., 2012b; SANTOS et al., 2012; GOUVEIA et al., 
2013,), causando impactos cada vez mais nocivos à alga. 
A partir de 1981, surgiu no Brasil uma série de 
regulamentações Jurídicas que tratavam das relações entre a indústria e 
o meio ambiente. Um exemplo disso foi a criação da Lei sobre a Política 
Nacional do Meio Ambiente, que definiu as estratégias globais de ação 
sobre as questões ambientais e as estruturas organizacionais para o 
tratamento dessas questões (Lei nº 6.938/81) (RATTENER, 1993). 
Desta forma, é de extrema importância a realização de estudos 
relacionados ao impacto de metais no meio ambiente, com o intuito de 
mitigar e diminuir os danos causados ao ecossistema. 
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1.5. Chumbo 
Poluentes como os metais pesados, promovem efeitos diretos 
e indiretos sobre um ecossistema, alterando as taxas de decomposição, 
ciclagem de nutrientes e dinâmica de oxigênio (FLEEGER et al., 2003). 
No ambiente, as algas vermelhas acumulam metais pesados e são 
biosorventes eficazes para Cobre (Cu) e Chumbo (Pb) (GARCIA-RIOS 
et al., 2007;.VILAR et al., 2008) agindo como bons bioindicadores de 
qualidade ambiental. Por outro lado, os metais que entram na célula 
podem promover alterações nas estruturas subcelulares (GOUVEIA et 
al., 2013; BOUZON et al., 2012; SANTOS et al., 2012;) e promover o 
estresse oxidativo (LIU; PANG, 2010). 
O chumbo é mundialmente usado em vários setores 
industriais, pois possui muitas propriedades físicas e químicas. Dentre 
suas aplicações pode-se destacar a indústria de baterias, revestimento de 
cabos, munições, proteção contra a corrosão, tintas e pigmentos, 
instalações de energia atômica e fundições (CHEN et al., 2007; HASAN 
et al., 2009).Desta forma, a ampla utilização do chumbo em diversos 
processos industriais gera efluentes altamente contaminados.  
De acordo com estudos já realizados, percebeu-se que com 
variações de concentração, tempo de exposição e tipo de organismo 
utilizado, o metal pesado chumbo pode provocar grandes mudanças nas 
características morfológicas estruturais e ultraestruturais das células que 
compõem esse organismo. Como por exemplo em estudos realizados 
com a cianobactéria Synechococcusleopoliensis(Raciborski) Komárek, 
foi observado um decréscimo na taxa fotossintetizante e na 
quantificação de clorofila relacionadas com o aumento na concentração 
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de chumbo bem como, com o aumento do tempo de exposição 
(PINCHASOV et al., 2006). Na 
macroalgaGracilariadomingensis(Kützing) SonderexDickieas taxas de 
fotossíntese e de crescimento celular foram reduzidas quando expostas 
ao metal chumbo (GOUVEIA, 2013).  
No trabalho realizado por Santos et al. (2014) com a alga 
vermelha Gelidiumfloridanum, foi observado que o chumbo, além de 
influenciar negativamente nas taxas de crescimento, também promoveu 
alterações na ultraestrutura dos cloroplastos, na quantificação de 
flavonoides e pigmentos fotossintetizantes, que por sua vez ocasionaram 
a despigmentação, necrose, redução de clorofila a, aumento na síntese 
de carotenoides, dentre outras mudanças importantes no metabolismo 
celular da espécie, influenciando diretamente no seu desenvolvimento. 
No Brasil o CONAMA, Conselho Nacional do Meio 
Ambiente, estabelece na Resolução Nº 430, de 13 de maio de 2011 
concentrações máximas de 0,5 mg/L em lançamento de efluentes de 
qualquer fonte poluidora.Diante desse quadro, faz-se necessário maiores 
estudos com este metal e no ecossistema no qual ele se encontra, com o 
fim de promover um tratamento adequado e prevenir possíveis impactos 
ao ambiente. 
 
1.6. Manganês 
O manganês (Mn) é um metal cinza claro que não ocorre na 
forma pura (elementar), mascombinado com outras substâncias, como o 
oxigênio, enxofree cloro. Processos naturais ea atividade humana 
sãocapazes de modificar compostos de manganês. O Mn inorgânico 
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(retirado de rochas) é usado na fabricação de ligas metálicas, 
especialmente aços, em pilhas, palitos de fósforo, vidros, fogos de 
artifício, na indústria química, de couro e têxtil, e como 
fertilizante(MARTINS et al., 2003). 
O manganês e seus compostos podem existir na atmosfera na 
forma de partículas em suspensão, resultantes da erosão do solo, 
emissões industriais e vulcânicas, assim como da queima de gasolina 
contendo TMM (tricarbonilmetilciclopentadienilmanganês). Na água, o 
manganês ocorre nas formas dissolvida e suspensa, que variam 
conforme pH e potencial redox. A água subterrânea anaeróbia 
frequentemente contém níveis elevados de manganês dissolvido. Em 
rios, o manganês é transportado e adsorvido a partículas suspensas dos 
sedimentos (MARTINS et al., 2003). 
São encontrados na literatura dados referentes à toxicidade do 
manganês para algumas microalgas. Concentrações entre 3 e 50 mg.L–1 
são causadoras de inibição da divisão celular, da fotossíntese e da 
captura de carbono em Chlorella, conforme reportado por Christensen 
eScherfig (1979). Esses mesmos autores, reportaram ainda que a 
concentração de 3,1 mg.L–1 de manganês é suficiente para causar 
redução de 50% no crescimento celular de 
SelenastrumcapricornutumPrintz. Hue et al. (1998) apresentaram 
concentrações entre 0,1 e 0,5 mg.L–1 de manganês como sendo o limite 
para a observação de efeitos danosos desse elemento sobre plantas 
cultivadas.  
Atualmente há pouca literatura relacionada aos impactos do 
metal manganês em macroalgas, a grande maioria concentra-se em 
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trabalhos com plantas, como a Goiabeira (SALVADOR et al., 2003) e 
Cana-de-açúcar (BENETT et al., 2012). No entanto, acredita-se que este 
metal seja um micronutriente essencial para o desenvolvimento de 
plantas, pois auxilia no desenvolvimento de raízes, na síntese da 
clorofila e ativação de enzimas (MALAVOLTA, 2006). Da mesma 
forma, o excesso deste metal também pode causar efeitos tóxicos, como 
danos primários na parte aérea das plantas, causando manchas marrons, 
bem como efeitos secundários nas raízes, impedindo um crescimento 
adequado (FOY, 1973). De acordo com Foy et al., (1978) o efeito da 
toxidez de manganês nas plantas é difícil de ser estudado isoladamente, 
devido as interações existentes entre ele e outros elementos, tais como 
Fe, Al, Si e Ca. 
Na resolução CONAMA Nº 430, de 13 de maio de 2011 os 
padrões de lançamento de efluentes, estimam os valores máximos do 
descarte do metal Manganês para 1,0 mg/L.  Infelizmente são 
observados constantemente um aumento excessivo dos valores máximos 
de vários metais no ambiente, impactando negativamente os 
organismos. Desta forma, estudos na área de toxicologia tornam-se 
muito importantes para evitar cada vez mais efeitos nocivos em 
ambientes aquáticos.
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2. JUSTIFICATIVA 
 
Considerando o contínuo descarte de metais pesados nos 
ambientes aquáticos tanto por via antrópica, quanto por via natural, 
podemos considerar um constante aumento dos impactosgerados pela 
toxicidade destes produtosnos diferentes organismos e no ecossistema 
como um todo. Tendo em vista a importância ecológica das algas 
marinhas e por possuírem a capacidade de acumular metais facilitando a 
entrada destes compostos na cadeia alimentar, tem-se a necessidade de 
estudar o potencial danoso que esses metais podem causar sobre os 
organismos aquáticos. Desta forma,o presente estudo pretende avaliar as 
alterações morfológicas, fisiológicas e bioquímicas da macroalga 
Pterocladiellacapillaceasob exposição aos metais Chumbo e Manganês. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. Objetivos Gerais 
Avaliar os efeitos da exposição aos metais pesados chumbo e 
manganês sobre a morfofisiologia da macroalga vermelha 
Pterocladiellacapillacea. 
 
3.2. Objetivos Específicos 
• Analisar as possíveis alterações morfológicas causadas pela 
exposição ao chumbo e manganêsnas amostras de P. capillacea; 
• Avaliar as taxas de crescimento de P. capillacea após a exposição 
com as diferentes concentrações de chumbo e manganês; 
• Determinar o conteúdo de carotenoides totais após a exposição aos 
metais chumbo e manganês; 
• Determinar o conteúdo de compostos fenólicos e flavonoides após 
a exposição aos metais chumbo e manganês; 
• Determinar a viabilidade celular das amostras de P. capillaceaapós 
a exposição aos metais chumbo e manganês; 
• Determinar as concentrações dos pigmentos fotossintetizantes 
(clorofila a e ficobiliproteínas) após a exposição aos metais 
chumbo e manganês; 
• Determinar as concentrações de açúcares solúveis e amido após a 
exposição aos metais chumbo e manganês. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. Coleta e Processamento do Material Biológico 
Osespécimes de P. capillaceaforam coletados nos costões 
rochosos da praia da Armação do Pântano do Sul, Ilha de Santa Catarina 
- Florianópolis,(Figura 2) e transportados para o Laboratório de Biologia 
Celular Vegetal (LABCEV), da UFSC. No laboratório, as algas foram 
triadas e limpas para que se faça a total remoção de epífitas e pequenos 
crustáceos. Asporções apicais saudáveis das algas foram selecionadas e 
cultivadas em água do mar enriquecida com a solução de meio von 
Stosch (Tabela 1) durante 7 dias em condições controladas: temperatura 
de 24 ± 2°C, com salinidade de 35 ups (unidade padrão de salinidade), 
aeração constante, irradiância de 80 ± 10µmol fótons.m-2.s-1 (lâmpadas 
florescentes, Philips C-5 Super 84 16W/840), e foto-período de 12 
horas, iniciando as 8h. 
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Figura 2 – Local de coleta da Pterocladiellacapillacea. A. Ilha de Santa 
Catarina - Florianópolis, Brasil. B. Praia da Armação. C. Vista do local 
onde foram coletados os exemplares da macroalga. 
 
Fonte: Giulia Burle Costa com adaptações; 2015 
 
Tabela 1 - Composição química da solução de von Stosch, para o 
preparo de 2 L de solução padrão. 
 
Fonte:Edwards (1970) com adaptações. 
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4.2. Desenho Experimental 
Após o período de limpeza e aclimatação das algas, porções 
de aproximadamente 4.0g de P. capillaceaforam cultivados em frascos 
do tipo Erlenmeyer de 500mL contendo água do mar acrescida de meio 
von Stosch 50% sem ácido etilenodiamino tetra-acético – EDTA 
(EDWARDS, 1970), em concentrações crescentes de chumbo e 
manganês: 0 (controle), 15, 30, 45 e 60ppm. As concentrações utilizadas 
para o metal chumbo, foram baseadas no trabalho desenvolvido 
porRovaiet al.,(2013)e para fins comparativos, as mesmas concentrações 
foram utilizadas para o metal manganês, já que este carecia de dados na 
literatura. 
As algas foram divididas em 6 réplicas para cada 
concentração, totalizando 54 amostras. Foramavaliadas as suas respostas 
físicas, químicas e biológicas através de uma exposição de sete dias com 
os metais pesados chumbo e manganês, mais o grupo controle. Após 
estes sete dias, foi realizada a pesagem do material para avaliar se houve 
aumento de biomassa. Foram tiradas fotografias de cada amostrapara 
posterior análise e foi feita a seleção de uma parte do material para a 
montagem de microscopia de luz. 
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Figura 3 - Desenho esquemático dos nove grupos experimentais 
utilizados no presente estudo. 
 
Fonte:Autoria própria, 2015. 
 
4.3. Avaliação da Taxa de Crescimento (TC) 
A taxa de crescimento das amostras foi avaliada através da 
diferença entre o peso da matéria fresca ao início e ao final do 
experimento. As TC'sforam obtidas a partir do aumento da massa fresca 
das amostras e apresentadas como porcentagem de crescimento diário, 
calculadas a partir da fórmula de Penniman et al., (1986): 
Tcm = [(Mf / Mi)1/t -1]*100, sendo:  
Taxa de crescimento (Tcm) em %.dia-1;  
Massa final (Mf) em gramas;  
Massa inicial (Mi) em gramas;  
Tempo (t) em dias. 
30 
 
 
4.4. MTT 
As análises de viabilidade celular foram medidas usando 
amostras de Pterocladiellacapillacea(0,250 g de massa fresca, n = 6) 
baseadas na redução do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazólio 
de brometo (MTT, Sigma -Aldrich, St. Louis, MO, EUA) determinando 
a viabilidade celular através da redução do sal de tetrazólio em formazan 
por enzimas desidrogenases mitocondriaisque reduzem o MTT em um 
composto insolúvel púrpura, dependendo da viabilidade das células. 
A concentração de formazanfoi determinada 
espectrofotometricamente, uma vez que este é proporcional à quantidade 
de mitocôndria ativa e, por consequência, o número de células vivas. Os 
segmentos de alga foram cuidadosamente lavadas com água do mar 
esterilizada, e a amostra foi incubada com uma solução estoque 30 μL 
de MTT (0,17 g L-1de MTT) num tubo de ensaio com água do mar 
esterilizada (3 ml de volume final), que foram mantidas a 37° C durante 
3 horas. Fragmentos de alga foram então lavadas em água destilada, e 
transferidos para um tubo de ensaio contendo 1,0ml de dimetil sulfóxido 
(DMSO, Merck, Darmstadt, FRG) (MENDES et al, 2013). A específica 
absorvânciafoi determinada com um espectrofotômetro de microplacas 
Tecan (Infinite M200 PRO, Männedorf, Suíça), a 570 nm. A viabilidade 
celular foi expressa em porcentagem (%), considerando a absorvância de 
amostras ambientais com o controle (100%). 
 
4.5. Extração de Pigmentos 
Com a finalização dos experimentos,amostras de 
aproximadamente 1 g de peso fresco de P. capillaceaforamcongeladas 
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em nitrogênio líquido e mantidas a -80°C para análises posteriores de 
clorofila a e ficobiliproteínas, conforme protocolo estabelecido por 
Schmidt et al. (2010).A Clorofila a foi extraída em 3 mL de 
dimetilsulfóxido(DMS, Merck, Darmstadt, FRG) a 40°C, durante 30 
minutos, com auxílio de um homogenizador de tecidos (HISCOX; 
ISRAELSTAM, 1979; SCHMIDT et al., 2010), e quantificada através 
de espectrofotômetro de UV/vis (Hitachi, Model 100-20; Hitachi, Co., 
Japão), de acordo com Wellburn (1994).   
Já a extração de ficobiliproteínas (aloficocianina - AFC, 
ficocianina - FC e ficoeretrina - FE) foi realizada através da trituração de 
1g de massa fresca, para cada repetição, em nitrogênio líquido. O 
macerado foi suspenso em tampão fosfato 0.05 M, pH 6.4, no escuro e 
em temperatura de 4°C. O homogeinatofoi centrifugado a 2.000 rpm, 
durante 20 minutos. A concentração de ficobiliproteínasfoi determinada 
utilizando as equações descritas por Kursar et al. (1983). 
 
4.6. Extração e Quantificação de Carotenoides Totais 
As amostras de P. capillaceaforam preparadas segundo Aman 
et al., (2005), com modificações. Primeiramente as algas foram 
dessalinizadas pela adição de formiato de amônio 0,5 M por 30 
segundos, seguida por duas lavagens com água destilada.  As amostras 
(aproximadamente 1g – massa fresca) foram trituradas em nitrogênio 
líquido e acrescidas de 10 mL de metanol P.A.As amostras foram 
mantidas em repouso (1 hora) em câmara escura. O extrato recuperado 
foi centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm, após, recuperado 
novamente.Os extratos foram submetidos à espectrofotometria UV-Vis 
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(Hiatachi U-1800) para determinação do teor de carotenoides totais (λ = 
450 nm). 
 
4.7. Determinação do Conteúdo de Compostos Fenólicos Totais 
Amostras de P. capillaceaforam primeiramente dessalinizadas 
pela adição de formiato de amônio 0,5 M por 30 segundos, seguida por 
duas lavagens com água destilada. As amostras (aproximadamente 1g – 
massa fresca) foram trituradas em nitrogênio líquido e acrescidas de 10 
mL da solução de metanol 80%.As amostras foram mantidas em 
repouso (1 hora) em câmara escura. A análise dos compostos fenólicos 
foi realizada usando o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau 
baseado em Waterman e Mole (1994). Alíquotas de 300 µL 
provenientes do sobrenadante dos extratos foram adicionadas a uma 
solução de 225 µL do reativo Folin-Ciocalteau (Vetec) e 2,5 mL de 
carbonato de sódio 2% (Na2CO3) e incubados durante 1h a temperatura 
ambiente. Em seguida procedeu-se a leitura das amostras a 750 nm em 
espectofotômetro (Tp Reader; Thermoplate, China). As análises foram 
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em µg de ácido 
gálico por g de massa seca. 
 
4.8. Determinação do Conteúdo de Flavonoides Totais 
Amostras de P. capillaceaforam primeiramente dessalinizadas 
pela adição de formiato de amônio 0,5 M por 30 segundos, seguida por 
duas lavagens com água destilada. As amostras (aproximadamente 1g – 
massa fresca) foram trituradas em nitrogênio líquido e acrescidas de 10 
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mL da solução de metanol 80%. As amostras foram mantidas em 
repouso (1 hora) em câmara escura.O conteúdo total de flavonoide foi 
determinado pelo método colorimétrico com cloreto de alumínio 
(AlCl3) (ZACARIASet al, 2007). Alíquotas de 0,5mL do extrato foram 
adicionados a 2,5mL de etanol e 0,5mL em cloreto de alumínio 
hexahidratado (AlCl3.6H2O), incubados em temperatura ambiente por 
1h e a absorbância foi mensurada a 420 ηm (Hitachi, Model 100-20). 
 
4.9. Extração e Dosagem de Açúcares Solúveis Totais 
A extração de açúcares solúveis totais foi feita de acordo com 
a metodologia proposta por Shannon (1968). As amostras foram 
trituradas em nitrogênio líquido (1 g – massa fresca) e adicionado 2mL 
da solução MCW (metanol:clorofórmio:água) (12:5:3, v/v). A solução 
foi centrifugada (4000 rpm) por 5 minutos, o sobrenadante foi coletado 
e o resíduo foi novamente extraído com 2 mL da solução de MCW (5 
minutos a 4000 rpm. Os sobrenadantes foram reunidos (4 mL), 
adicionados de 1 mL de clorofórmio e 1,5 mL de água destilada e o 
extrato foi novamente centrifugado. A fase superior dos extratos foi 
coletada e utilizada para análise dos açúcares. A dosagem dos açúcares 
solúveis totais foi realizada de acordo com o método de Umbreit eBurris 
(1964). Alíquotas de 1 mL do extrato foram acrescidos de 2 mL do 
reagente antrona (200 mg de antrona em 100 mL de ácido sulfúrico 
concentrado), sendo agitados em vórtex e aquecidos em banho-maria a 
100º C por 3 minutos. Após, procedeu-se a leitura das amostras a 630 
nm em espectofotômetro. Os resultados foram expressos em mg de 
glucose por g de massa seca.  
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4.10. Extração e Dosagem de Amido 
A metodologia descrita por McCreadyet al, (1950) foi 
utilizada para determinar o teor de amido. Ao resíduo da centrifugação 
do extrato estabelecido conforme o item 4.9foram adicionados 2 mL de 
ácido perclórico 30 % (v/v). A solução foi centrifugada (4000 rpm) por 
5 minutos, o sobrenadante foi coletado e o resíduo foi novamente 
extraído com 2 mL da solução de ácido perclórico 30 % (5 minutos a 
4000 rpm). Os sobrenadantes foramreunidos. A dosagem do amido foi 
realizada de acordo com o método de Umbreit eBurris (1964). Alíquotas 
de 1 mL do extrato foram acrescidos de 2 mL do reagente antrona (200 
mg de antrona em 100 mL de ácido sulfúrico concentrado), sendo 
agitados em vórtex e aquecidos em banho-maria a 100º C por 3 minutos. 
Após, foi feita a leitura das amostras a 630 nm em espectofotômetro. Os 
resultados foram expressos em mg de glucose por g de massa seca.  
 
4.11. Microscopia De Luz (ML) 
Os materiais expostos aos metais chumbo e manganês e os do 
grupo controle foram processados para análises citoquímicas e 
morfológicas em microscopia de luz. As amostras foram fixadas em 
solução de paraformaldeído 2.5 % em tampão fosfato 0.1 M, pH 7.2, à 
temperatura de 4° C, em overnight. Após a fixação, em temperatura 
ambiente, o material foi lavado com tampão fosfato, duas vezes, por 10 
minutos em cada troca (BOUZON, 1993), e em seguida foi desidratado, 
com uma série de concentrações crescentes de etanol. A pré-infiltração 
das amostras foi realizada com uma mistura de 1:1 de etanol a 100% e 
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historesinaglicolmetacrilato (GMA), durante 12 h, posteriormente o 
material foi infiltrado em resina pura (LeicaHistoresin, Heidelberg, 
Alemanha). As amostras foram seccionadas em micrótomo manual de 
parafina modelo Leica RM 2135, com navalhas de tungstênio. As 
secções com espessura de 5 µm foram distendidas em placa de Petri 
com água à temperatura ambiente, coletadas com lâminas de vidro ou 
coletadas nas lâminas sobre gotas de água destilada e secos a 37°C por 
30 minutos.  
O teste citoquímico no qual o material foi submetido, foi o AT-
O (Azul de Toluidina. Este corante foi utilizado para identificar 
polissacarídeos ácidos através da reação de metacromasia. As lâminas 
contendo as secções foram tratadas com solução aquosa de AT-O 0,5%, 
acidificada com HCl 1N para pH 3,0, por 30 segundos, lavadas em água 
destilada e secas ao ar (GORDON; MCCANDLESS, 1973; MCCULLY, 
1970). Após as lâminas prontas e coradas, as imagens foram adquiridas 
no sistema de captura Image Q Capture Pro 5.1 Software (Qimaging 
Corporation, Austin, TX, Estados Unidos da América). Também foram 
mensurado o comprimento, largura e espessura da parede celular das 
células corticais (n=50). 
 
4.12. Análise e Interpretação dos Resultados 
Os dados obtidos foram submetidos à análise de 
variância(ANOVA)unifatorial, seguidos do teste de Tukey,com a 
finalidade de verificar a significância das diferenças encontradas entre 
os tratamentos com chumbo e manganês e seus respectivos controles. 
Todas as análises foram realizadas no Programa Statistica (versão 10.0).  
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5. DISCUSSÃO 
 
O presente estudo demonstrou que os metais chumbo (Pb) e 
manganês (Mn) induzem diferentes níveis de respostas fisiológicas, 
bioquímicas e morfológicas na alga vermelha Pterocladiellacapillacea, 
evidenciando a ativação de diferentes mecanismos que promovem a 
absorção e a relação de toxicidade destes poluentes antrópicos. 
Ao final dos 7 dias de experimento, as amostras de P. 
capillaceaexpostas ao metal Pb apresentaram uma despigmentação 
acentuada nos segmentos apicais em todos os tratamentos. Entretanto, o 
Mn não alterou o padrão de pigmentação da alga, apresentando as 
mesmas características morfológicas que o controle. A despigmentação 
dos segmentos apicais das amostras tratadas com o Pb é possivelmente 
resultado da diminuição na concentração das ficobiliproteínas como: a 
aloficocianina (AFC), a ficocianina (FC) e a ficoeritrina (FE), que além 
de promoverem o pigmento de cor vermelha às algas, desempenham 
uma função essencial na transmissão da energia de excitação dos 
pigmentos mais externos em sequência a partir da FE, FC e AFC para as 
moléculas de clorofila a do fotossistema II (ZUBER, 1986).  
A despigmentação dos segmentos apicais das algas, também foi 
observada em macroalgas vermelhas em exposição ao metal Cobre (Cu) 
por Xia et al., (2004) em Gracilarialemaneiformis(Bory) Greville, e 
com o metal Pb, por Gouveia et al., (2013) em 
Gracilariadomingensis(Kützing) SonderexDickieepor Santos et al., 
(2015) em Hypneamusciformis(Wulfen) J.V.Lamouroux. 
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As amostras de P. capillaceatratadas com o metal Pb, não 
apresentaram diferenças significativas nas taxas de crescimentoquando 
comparados ao controle, com exceção da concentração de 45ppm que 
demonstrou um pequeno decréscimo. Esse resultado pode ter ocorrido 
devido a alga ter fabricado compostos de defesa para impedir a entrada 
do metal nas células,não interferindo negativamente no seu crescimento. 
 Os tratamentos com metal Mn, apresentaram aumento na taxa 
de crescimento em comparação ao controle, corroborando com estudos 
que indicam que este metal é um micronutriente essencial no 
desenvolvimento de plantas e atua em processos de fotossíntese e 
produção de enzimas regulatórias (MALAVOLTA et al., 1997; 
MALAVOLTA, 2006). No entanto, o grupo exposto a concentração de 
30ppm de Mn obteve uma redução em sua biomassa. Este resultado por 
ter ocorrido devido a uma condição de estresse na alga, relacionada a 
concentração do metal, levando a uma desregulação no seu metabolismo 
celular. Entretanto, o efeito prejudicial do Mn é difícil de ser estudado 
isoladamente, pois este metal interage com outros elementos 
possivelmente causadores de estresse em algas. 
A viabilidade celular pode ser medida através de várias 
técnicas, envolvendo a utilização de ferramentas que qualificam e/ou 
quantificam células “vivas”, ou seja, células metabolicamente ativas em 
uma cultura (ROGERO et al., 2000). A técnica de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) utilizada neste 
estudo consiste na verificação da viabilidade celular com base no dano 
induzido nas mitocôndrias. O princípio deste método é a avaliação da 
atividade de desidrogenases mitocondriais, quantificadas pela redução 
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do MTT (um sal de coloração amarela solúvel em água) à formazan 
(cristais de coloração púrpura, insolúveis em água) (LI; SONG, 2007). 
Com o ensaio de MTT, foi possível verificar uma diminuição 
significativa na taxa de viabilidade celular das algas de P. capillacea 
expostas aos metais Pb e Mn, em comparação as algas do grupo 
controle, demonstrando que provavelmente estes metais produziram 
efeitos negativos nos componentes celulares da alga.  Desta forma, a 
viabilidade celular pode ser considerada uma maneira de medir o efeito 
tóxico de um poluente.  
A concentração de clorofila a apresentou diferenças 
significativas nas algas expostas aos metais Pb e Mn. Os grupos 
expostos ao metal Pb, nas concentrações de 15, 30 e 60ppm 
apresentaram um pequeno decréscimo com relação ao controle, 
enquanto que na concentração de 45ppm houve uma diminuição de mais 
de 50% em comparação ao grupo controle. As algas expostas ao metal 
Mn apresentaram um aumento na quantidade de clorofila a nos grupos 
com concentração de 15 e 30ppm e uma diminuição nos grupos de 45 e 
60ppm.  
De acordo com Greger eOgren (1991) a redução do conteúdo de 
clorofila a pode estar associado a deficiência de magnésio e ferro ou a 
inibição da síntese de enzimas responsáveis pela sua produção 
(STOBART et al., 1985). Além disso, a clorofila a é o último pigmento 
a ser afetado em condições de estresse (ESWARAN et al., 2002). Em 
trabalhos como o de Xiaet al., (2004), a concentração de clorofila a na 
alga G. lemaneiformis(Bory) Grevilleexposta ao metal Cu não 
apresentou alterações, enquanto que na alga 
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GracilariacoronopifoliaJ.Agardhtratada com Cu houve uma redução na 
concentração de clorofila a (OLOGUIM et al., 2009). Logo, os 
resultados obtidos neste estudo indicam que a resposta pigmentar das 
algas depende do metal utilizado, da sua concentração e da espécie de 
alga estudada. 
As algas expostas ao Pb e Mn apresentaram uma redução na 
quantidade de carotenoides quando comparadas ao controle. Os 
carotenoides são importantes compostos de baixo peso molecular, que 
atuam como antioxidantes (LI et al., 2006), sendo sintetizados e 
armazenados em cloroplastos como antioxidantes lipofílicos, (ROMER 
et al.,2002). De acordo com Gouveia et al., (2013), a produção de 
carotenoides é uma estratégia para evitar os efeitos das EROS, bem 
como uma das estratégias de defesa contra a radiação ultravioleta 
B(RUVB), que direta ou indiretamente absorvem a energia do RUVB 
(SOMMARUGA, 2001; SONNTAG et al., 2007; SCHMIDT, 2011). No 
entanto, no estudo com a alga Acanthophoraspicifera(M.Vahl) 
Børgesenexposta à radiação, houve uma redução no conteúdo de 
carotenoides (PEREIRA, 2014).  
A redução na quantidade de carotenoides na macroalga P. 
capillaceapode ter ocorrido devido à degradação deste componente na 
célula para outros mecanismos de defesa, como produção de enzimas e 
acúmulo de compostos fenólicos.  No grupo exposto ao Mn na 
concentração de 45ppm, houve um aumento no conteúdo de 
carotenoides, o que indica que nesta concentração pode ter ocorrido um 
aumento de EROS e consequentemente uma maior produção de 
carotenoides para inibir seus efeitos. 
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A quantidade de fenólicos e flavonoides nas algas expostas aos 
metais Pb e Mn reduziu em comparação ao grupo controle. Esses 
compostos são originados do metabolismo secundário das plantas, e 
desempenham um importante papel na absorção e neutralização de 
radicais livres nos organismos. De acordo com Collen et al., (2003), os 
flavonoides são sintetizados com o propósito de impedir o estresse 
oxidativo. No trabalho de Santos et al., (2015) este resultado também foi 
observado em exposição aos metais Cu e Pb na macroalga H. 
musciformis, (Wulfen) J.V.Lamourouxenquanto que com a alga parda 
SargassumcymosumC.Agardhhouve um aumento na quantidade de 
compostos fenólicos (COSTA et al., 2015).  
De acordo com os resultados observados neste estudo, infere-se 
que a ação dos compostos fenólicos como ação antioxidante em P. 
capillacea,pode ter sido muito expressiva provocando a sua redução. 
Além disso, esta via metabólica também pode ter sido desviada para 
outro mecanismo de defesa, em resposta a ação do efeito tóxico dos 
metais. 
Em algas vermelhas, a síntese e reserva de grãos de amido 
ocorre no citosol (PUESCHEL, 1990), sendo desta forma mais 
suscetível as alterações provocadas pelo estresse de metais pesados. Nas 
algas expostas ao metal Pb, houve uma oscilação na quantidade de 
amido, de modo que nas concentrações de 15 e 30ppm houve uma 
diminuição, enquanto que nas concentrações de 45 e 60ppm houve um 
aumento em relação ao controle. As algas expostas ao Mn obtiveram um 
decréscimo nos grãos de amido, no entanto no grupo com concentração 
de 60ppm houve um aumento de 29% comparado ao grupo controle. De 
acordo com Bouzon et al., (2012), mudanças na rota de biossíntese 
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destas reservas, tais como no Ciclo de Calvin, podem resultar na 
inibição da síntese de reservas, bem como na ativação de vias de 
degradação, de forma a gerar energia para a produção de compostos de 
defesa, dentre eles aminoácidos, enzimas e carotenoides. 
Com relação a quantidade de açúcares solúveis nas amostras de 
P. capillacea, foi observada uma redução significativa em todos os 
grupos expostos aos metais Pb e Mn. Pelo fato deste componente ser 
responsável pela maquinaria estrutural e como fonte de reserva de 
energia para as células, acredita-se que esta diminuição ocorreu em 
resposta ao dano celular que os metais causaram nas algas ao longo da 
exposição. 
Por fim, as análises de microscopia de luz não apresentaram 
alterações na morfologia celular e nos polissacarídeos sulfatados da 
parede celular em ambos os tratamentos. Entretanto, no trabalho de 
Felix, (2014) foi observado aumento na espessura da parede celular de 
P. capillaceaem exposição ao metal Cd. Assim, sugere-se que estudos 
futuros com a alga vermelha P. capillacea analisando a organização 
topográfica das células e a organização ultraestrutural, pode auxiliar na 
compreensão dos possíveis mecanismos celulares envolvidos no 
processo de detoxificação celular sob ação dos metais Pb e Mn. 
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6. CONCLUSÕES FINAIS 
 
Os resultados obtidos nesse estudo revelaram modificações 
fisiológicas, bioquímicas e morfológicas sobre a macroalga P. 
capillacea em resposta a exposição aos metais pesados chumbo e 
manganês. A exposição ao metal chumbo resultou em efeitos mais 
tóxicos nas amostras de P. capillacea, quando comparados aos efeitos 
do manganês. No entanto, em ambos os tratamentos houve decréscimos 
na taxa de viabilidade celular, redução dos pigmentos fotossintetizantes, 
diminuição na quantidade de compostos fenólicos e de açúcares e 
amido. A microscopia de luz não revelou modificações na parede celular 
das algas tratadas, porém estudos mais detalhados de microscopia 
podem revelar de forma mais efetiva os impactos negativos que estes 
metais produziram nas células. Desta forma, conclui-se que os metais 
pesados chumbo e manganês afetaram negativamente a macroalga P. 
capillacea, em maior ou menor escala, tendo em vista que o Mn é um 
micronutriente essencial para o metabolismo celular, participando do 
processo de fotossíntese, enquanto que o Pb não apresenta tal 
característica. 
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